






























































































いる 1）。さらに、代謝旺盛な肝臓では活性酸素種（reactive oxygen species：ROS）が形成さ



















ぞれキトサンオリゴ糖、プロファイン®、ミード酸の 3 つを供試物質として選択した。 






















第 3 章では、ミード酸（20:3 n-9;5,8,11-eicosatrienoic acid: MA）を用いて、急性肝障害モデ
ルにおける病態抑制効果を検討した。MA は必須脂肪酸の欠乏状態が続くと、オレイン酸の
不飽和化と伸長によって形成される。MA は n-6 系のアラキドン酸や n-3 系のエイコサペン
タエン酸と構造が類似しており、これらの代替作用を担っている。植物油などに多く含まれ
る n-9 系多価不飽和脂肪酸の MA は、体内にほとんど存在せず、大量生産が困難であったた
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改善・酸化 LDL 低下作用 4)、拡張期血圧低下作用 5)などヒトでさまざまな効果が報告され


















すると得られるのがキトサンオリゴ糖（chitosan oligosaccharide: COS）であり、β1-4 結合 D-
グルコサミンが数個連なった構造をとる。COS は in vitro 試験では、スーパーオキシドラジ
カル捕捉活性及び脂質過酸化分析において高い抗酸化活性を示す 13)。さらに、非アルコー












照度 60 ルクス以下、明暗サイクル 12 時間の環境下で、固形餌 （CMF、オリエンタル酵母








CCl4投与液は CCl4 25 mL にオリーブ油（lot.WDN5532、和光純薬工業株式会社、大阪） 







その他カテキン（0.3%）である 7）。20 mg/mL に調製し使用時まで冷蔵密閉保存した。 
COS は動物由来（甲殻類）であり、COS 組成割合を HPLC で分析した結果、2 糖から 8
糖はそれぞれ 2.1%、4.7%、8.1%、9.5%、9.9%、8.6%、7.3%であり、2-8 糖が 50.2%、2-14
糖が 72.1%であった（甲陽ケミカル株式会社 社内データ）。COS は注射用蒸留水（株式
会社大塚製薬工場、徳島）を用いて 1、2、4、および 8%の濃度に用時調製した。調製後
COS の pH はそれぞれ 5.96、5.56、5.43、5.36 であった。 
 
1.2.3 COS の抗酸化力値 
フリーラジカル解析装置 FREE Carrio Duo（株式会社ウイスマー、東京）を用いて、BAP
テスト（biological antioxidant potential test）及び OXY 吸着（OXY-adsorbent）テストにより
COS の抗酸化能を測定した。測定は測定簡易マニュアルに従って実施した 15)。1、2、及び





出す強力な活性酸素（reactive oxygen species: ROS）の一種であり、生体内の抗酸化能をより
正確に捉えることが可能である。 
 
1.2.4 GTE 誘発ラット肝障害モデル 
7 週齢雄 Crl: CD（SD）系ラット（日本チャールスリバー株式会社、滋賀）に GTE 200 mg/kg
もしくは生理食塩液（株式会社大塚製薬工場、徳島）を単回腹腔内投与（10 mL/kg）した。
2%COS 水 2 mL を GTE 投与日は 3 回（GTE 投与 1 時間前、1 時間後、4 時間後）、投与 2 日
目は 2 回（4 時間おき）、投与 3 日目は 1 回（解剖 4 時間前）の頻度でラット用経口ゾンデ
を用いて強制経口投与した。試験群として、対照群（生理食塩液腹腔内投与＋蒸留水経口投
与）（n=4）、GTE 単独群（GTE 腹腔内投与＋蒸留水経口投与）（n=4）及び 2%COS 群（GTE
腹腔内投与＋2%COS 水経口投与）（n=4）を設定した。 










抗体（20 倍希釈、日研ザイル株式会社、静岡）で酸化ストレスの発現を、hypoxia inducible 
factor -1 alpha（HIF-1α）抗体（100 倍希釈、Novus Biologicals、コロラド、米国）で低酸素状
態を、phospho-histone H2A.X（γ-H2A.X）抗体（100 倍希釈、Cell signaling technology、マサ
チューセッツ、米国）で DNA 二本鎖切断の発現を免疫組織学的に評価した。抗原性賦活化
液として HIF-1α では免疫賦活緩衝液 pH6.0（アジレント・テクノロジー株式会社、東京）、
γ-H2A.X では免疫賦活緩衝液 pH9.0（アジレント・テクノロジー株式会社、東京）を使用し






7 週齢雄 Crl: CD（SD）系ラットに 50%CCl4もしくはオリーブ油（和光純薬工業株式会社、
大阪） 2 mL/kg を単回腹腔内投与した。COS 水 2 mL を CCl4投与日は 3 回（CCl4投与 1 時
間前、1 時間後、4 時間後）、投与 2 日目は 1 回、投与 3 日目は 1 回（解剖 1 時間前）の頻度
でラット用経口ゾンデを用いて強制経口投与した。なお、COS 水の濃度は GTE 誘発モデル
において障害抑制効果がみられた 2%に加え、用量相関性を確認するために 8%を追加した。
試験群として、対照群（オリーブ油腹腔内投与＋蒸留水経口投与）（n=4）、CCl4単独群（CCl4
腹腔内投与＋蒸留水経口投与）（n=4）、2%COS 群（CCl4 腹腔内投与＋2%COS 水経口投与）










すべての病理標本は NanoZoomer S60 バーチャルスライドスキャナ（浜松ホトニクス株式
会社、静岡）を使用して画像データに変換し、画像閲覧ソフトウェア NDP.view2（浜松ホト
ニクス株式会社、静岡）を用いて評価を行った。GTE 誘発ラット肝障害モデルでは、肝臓の
中葉を対象に対物 200 倍で無作為に 3 か所について各種免疫染色の陽性細胞数を測定し、
単位面積当たりの陽性細胞数を算出した。さらに、CCl4誘発ラット肝障害モデルでは、肝臓
の中葉を対象に対物 200 倍で無作為に 3 か所について壊死面積を測定し、1 mm2あたりの壊
死面積を算出した。いずれも 3 か所の平均値を求め、その個体の値とした。また、病理組織













1.3 結果  
1.3.1 COS の抗酸化力値 
BAP 法による COS 抗酸化能の測定結果を Fig. 1a に示した。0%、1%、2%、4%COS の抗
酸化力はそれぞれ 349.7±17.6 µM、421.0±15.7 µM、538.0±42.6 µM、819.0±39.1 µM であ
り、濃度依存的に抗酸化能の亢進が認められた。 
OXY 吸着法による COS 抗酸化能の測定結果を Fig. 1b に示した。1%、2%、4%COS の抗





Fig. 1. Antioxidant activity of chitosan oligosaccharide supplementation water. 
a. BAP test method. 
b. OXY- adsorbent test method. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 






1.3.2 GTE 誘発ラット肝障害モデル 
a. 一般状態・体重・摂餌量 
GTE 投与後 30 分で毛羽立ち、自発運動の低下、沈鬱状態が観察され、GTE の血中濃度に
依存した変化と考えられた。GTE 投与後 48 時間で GTE 単独群では 16.2±0.3 g の体重減少
がみられたが、2%COS 群では 9.3±9.1 g の体重増加がみられ、GTE 単独群と比較して有意
に体重減少が抑制された（Table 1）。GTE を投与した群では対照群と比較して摂餌量が低値





Table 1. Body weight gain and food consumption. 
Body weight gain and food consumption 48 hours after administration in GTE-induced liver injury 
model. 
1 Statistical analysis were performed using one-way ANOVA, followed by Bonferroni’s multiple 
comparison test. p values less than 0.05 were considered as statistically significant. Significantly 
differences are indicated by different letters (a, b, c), at p<0.05. 





GTE 単独群では対照群と比較して各検査値が高値を示した（Fig. 2）。2%COS 群では GTE




Fig. 2. Blood chemistry.  
The serum concentrations of AST, ALT and T-BIL 48hrs after green tea extract (GTE) exposure. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 











Fig. 3. Histopathological findings. 
a. Control. 
b. GTE + distilled water group, 48hrs after GTE exposure. Single cell necrosis of hepatocyte 
(apoptosis) (arrows) and inflammation were observed. 
c. GTE + 2%COS water group, 48hrs after GTE exposure. The degree of lesions was reduced as 
compared with b. 





ヒストン H2A.X のリン酸化はアポトーシス経路において必要な段階であり、γ-H2A.X 免
疫染色はアポトーシス細胞を検出するために有用な方法である。対照群では陽性細胞はみ
られなかったが（Fig. 4a）、GTE 単独群で肝細胞の単細胞壊死に一致して核に陽性像が確認
された（Fig. 4b）。一方、2%COS 群では陽性細胞の発現が減少した（Fig. 4c, 7）。 
 
 
Fig. 4. Immunohistochemistry for DNA damage in the liver. 
a. Control. 
b. GTE + distilled water group, 48hrs after GTE exposure. γ-H2A.X immunopositive signals (arrows) 
were observed in the nuclei of hepatocytes of GTE exposed rats. 
c. GTE + 2%COS water group, 48hrs after GTE exposure. The number of immunopositive cells was 
less than that in b. 






が確認された（Fig. 5b）。一方、2%COS 群では陽性細胞の発現が減少した（Fig. 5c, 7）。 
 
 
Fig. 5. Immunohistochemistry for hypoxia in the liver. 
a. Control. 
b. GTE + distilled water group, 48hrs after GTE exposure. HIF-1α immunopositive signals (arrows) 
were observed in the nuclei of hepatocytes of GTE exposed rats. 
c. GTE + 2%COS water group, 48hrs after GTE exposure. The number of immunopositive cells was 
less than that in b. 




TG は DNA に活性酸素が作用することによって生じる酸化損傷の生成物であり、TG 免疫
染色は DNA 酸化障害の検出に有用な方法である。対照群では陽性細胞は確認されなかった
が（Fig. 6a）、GTE 単独群で核に陽性細胞が確認された（Fig. 6b）。一方、2%COS 群では陽
性細胞の発現が減少した（Fig. 6c, 7）。 
 
 
Fig. 6. Immunohistochemistry for oxidative damage in the liver. 
a. Control. 
b. GTE + distilled water group, 48hrs after GTE exposure. TG immunopositive signals (arrows) 
were observed in the nuclei of hepatocytes of GTE exposed rats. 
c. GTE + 2%COS water group, 48hrs after GTE exposure. The number of immunopositive cells 
was less than that in b. 








Fig. 7. Number of immunopositive cells per mm2 in a rat model of GTE-induced liver injury. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 
Bonferroni’s multiple comparison test.  







CCl4 投与後に特に一般状態の異常はみられなかった。CCl4 投与後 48 時間で CCl4 単独群
では 24.5±1.8 g、2%COS 群では 6.3±9.6 g、8%COS 群では 5.5±6.4 g の体重減少がみられ
た（Table 2）。2%及び 8%COS 群では有意差はみられなかったが、CCl4単独群に比べて体重
減少の程度が弱かった。また、CCl4 を投与した全ての群で摂餌量の低下が観察されたが、
2%及び 8%COS 群ではその程度が軽減した（Table 2）。 
 
 
Table 2. Body weight gain and food consumption. 
Body weight gain and food consumption 48 hours after administration in CCl4-induced liver injury 
model. 
1 Statistical analysis were performed using one-way ANOVA, followed by Bonferroni’s multiple 
comparison test. p values less than 0.05 were considered as statistically significant. Significantly 
differences are indicated by different letters (a, b, c), at p<0.05. 





CCl4投与後の血清中 AST、ALT、T-BIL の測定結果を Fig. 8 に示した。対照群と比較して
CCl4 を投与した群で全測定項目において高値を示した。CCl4 単独群と比較して、2%及び




Fig. 8. Blood chemistry 
Serum concentrations of AST, ALT and T-BIL 48hrs after CCl4 exposure. Significant differences 
within each point were determined by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple 
comparison test. Significant differences are indicated by different letters (a, b, c), p<0.05.  











Fig. 9. Histopathological findings. 
a. Control. 
b. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. Inflammatory cell infiltration and 
hepatocyte necrosis was remarkable. The necrotic area was surrounded by arrows. 
c. CCl4 + 2%COS water group, 48hrs after CCl4 exposure. Inflammatory cell infiltration, glycogen 
loss and vacuolation were observed. The degree of hepatocyte necrosis was reduced. The necrotic 
area was surrounded by arrows. 
d. CCl4 + 8%COS water group, 48hrs, The degree of vacuolation and hepatocellular necrosis was 
further reduced than in c. The necrotic area was surrounded by arrows. 





対照群では壊死領域は全く測定されなかった。CCl4 単独群では壊死面積は 0.33±0.023 
mm2であったのに対して、2%COS 群で 0.24±0.058 mm2、8%COS 併用群で 0.16±0.044 mm2
であり、2%及び 8%COS 群では用量依存的に壊死面積の減少傾向が認められた。特に、CCl4
単独群と比較して 8%COS 群で有意に低値を示した（Fig. 10）。 
 
  
Fig. 10. Necrotic area per mm2. 
The degree of hepatocyte necrosis around the central vein was significantly reduced in 8% COS 
combined group 48hrs after CCl4 exposure. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 







対照群では γ-H2A.X 陽性細胞はみられなかったが（Fig. 11a）、CCl4 投与全群で肝細胞の
単細胞壊死に一致して核に陽性像が観察された。CCl4単独群（Fig. 11b）と比較して、2%及
び 8%COS 群では陽性像が減少した（Fig. 11c,d）。 
 
 
Fig.11. Immunohistochemistry for DNA damage in the liver. 
a. Control. 
b. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
c. CCl4 + 2%COS water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
d. CCl4 + 8%COS water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
Positive signals for γ-H2A.X (arrows) were observed in nuclei of hepatocytes of CCl4 exposed rats 
(b-d). The number of positive cells in c. and d. were less than that in b. 





対照群では HIF-1α 陽性細胞はみられなかった（Fig. 12a）。CCl4を投与した全例で核に陽




Fig. 12. Immunohistochemistry for hypoxia in the liver. 
a. Control. 
b. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
c. CCl4 + 2%COS water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
d. CCl4 + 8%COS water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
Positive signals for HIF-1α (arrows) were observed in nuclei of hepatocytes of CCl4 exposed rats (b-
d). The number of positive cells in d. were less than that in b. and c. 





対照群では TG 陽性細胞はみられなかった（Fig. 13a）。CCl4を投与した全例で核に陽性細




Fig. 13. Immunohistochemistry for oxidative damage in the liver. 
a. Control. 
b. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
c. CCl4 + 2%COS water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
d. CCl4 + 8%COS water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
Positive signals for TG (arrows) were observed in nuclei of hepatocytes of CCl4 exposed rats (b-d). 
The number of positive cells in c. and d. were less than that in b. 







ALT は肝細胞障害型、T-BIL は胆汁うっ滞型で上昇する。GTE 投与群では全項目高値を示し
たことから、GTE 投与による肝障害は両方と考えられ、COS はこれらの病変を抑制した。
さらに、肝細胞の単細胞壊死、γ-H2A.X 陽性シグナル、HIF-1α 陽性シグナル並びに TG 陽性
シグナルの発現が軽減した。したがって 2%COS が低酸素状態の回避、DNA 酸化ストレス
の軽減、及びアポトーシスの抑制を介して、肝障害抑制効果を示すことが示唆された。加え
て、CCl4 誘発急性肝障害ラットモデルにおいて、CCl4 投与群と比較して COS 投与群では







リン酸化 H2A.X（γ-H2A.X）は DNA ダメージの鋭敏なマーカーであることから、化学物
質や活性酸素による細胞アポトーシスの指標として使用されている 18)。今回の研究では、
2%COS 投与により GTE 投与後 48 時間の γ-H2A.X 陽性細胞の発現が軽減した。さらに CCl4
誘発肝障害モデルにおいても 2%及び 8%COS の投与により同様の傾向が示された。これら
の結果より、COS が肝細胞アポトーシスの発現抑制に有用であることが示された。 
細胞内が低酸素状態に陥った際、その細胞は低酸素誘導因子（hypoxia inducible factor: HIF）
の活性化を介して様々な遺伝子の発現を誘導し、低酸素状態への順応を図る。HIF は HIF-
1α と HIF-1β からなるヘテロ 2 量体であり、低酸素状態になるとその発現及び活性が上昇
し、その制御は HIF-1α に依存している 19）。今回の研究では 2%COS 投与により GTE 投与後
48 時間の HIF-1α 陽性細胞の出現が軽減した。CCl4 誘発肝障害モデルにおいても 2%及び
8%COS の投与により同様の傾向が示された。これらの結果より、COS が肝細胞における低
酸素状態を軽減させることが明らかとなった。 
チミジングリコール（thymidine glycol: TG）は DNA 中に含まれる 2’-デオキシチミジンに




により GTE 投与後 48 時間の TG 陽性細胞の出現が軽減した。さらに CCl4誘発肝障害モデ
ルにおいても 2%及び 8%COS の投与により同様の傾向が示された。これらの結果より、COS
が肝細胞における酸化ストレスを軽減させることが明らかとなった。 
今回の研究で、BAP 及び OXY 吸着テストにより COS の高い抗酸化活性が示された。BAP
法は鉄への還元力を抗酸化力として数値化している 15）。OXY 吸着テストは生体内に存在す
る活性酸素の一種である次亜塩素酸に対する抗酸化反応を測定しており、より生体反応に
近い状態を反映している 15）。COS は水溶性で経口吸収性があり 21,22）、腸から容易に吸収さ
れること 23）から、様々な病態モデルでの治療効果が報告されている。岡本らのグループで
は in vivo モデルを用いて COS の抗癌作用や抗炎症作用を立証している 24）。また、LPS 誘発
敗血症マウスを用いた実験では、COS の抗炎症作用及び抗酸化作用により、好中球浸潤、
血清中 TNF-α 及び IL-1β などの炎症性マーカーの発現を減少させる 25）。さらに、その病態
発症に酸化ストレスが関与する N-Methyl-N-nitrosourea 誘発網膜変性症において、4%COS 投
与が病態進行を抑制することが報告されている 26）。COS の作用機序には、核内因子 κβ
（nuclear factor-kappa β: NF-κβ）及び分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（mitogen-
activated protein kinase: MAPK）の抑制や、AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMP-activated 





COS投与量を算出したところ、GTE実験の 2%COS群では 168.6 mg/kg、CCl4実験の 2%COS




り高い COS 投与量が必要であったと推察された。 
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百薬の長．FOODSTYLE21. 2013;17：51-55）。PF の機能性については、in vitro で ACE 活性
阻害と抗酸化活性、in vivo で肝臓への脂肪蓄積抑制効果、胃炎軽減作用、脂肪肝抑制効果な
どが報告され、DPPH ラジカル捕捉能による抗酸化活性が酒粕の 5 倍以上であることが示さ





vitro 試験、動物モデルを使用した有効性に関する in vivo 試験を実施する必要がある。本研


















2、4、及び 8 %の濃度の蒸留水溶解液を作製し、使用時まで冷蔵密閉保存した。調整後の pH
はそれぞれ 4.48、4.48、4.47 であった。 
PF の成分はたんぱく質 53.4%、炭水化物 37.9%（食物繊維 3.0％を含む）、脂肪 0.0%、灰







2.2.3 PF の抗酸化力値 
フリーラジカル解析装置 FREE Carrio Duo（株式会社ウイスマー、東京）を用いて、OXY
吸着（OXY-adsorbent）テスト（DI-004a、lot.OX190905、株式会社ウイスマー、東京）により
PF の抗酸化能を測定した。測定は測定簡易マニュアルに従って実施した 4)。1、2、3、4、5、
6、7、及び 8 %PF（n=3）を調製して測定し、結果を平均値±標準誤差で示した。 
 
2.2.4 GTE 誘発ラット肝障害モデル 
7 週齢の雄 Crl: CD（SD）ラット（日本チャールス・リバー株式会社、滋賀）に GTE 200 
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mg/kg あるいは生理食塩液を単回腹腔内投与（10 mL/kg）した。GTE 投与 1 時間前、1、4、
26、及び 47 時間後に 2、4、及び 8%PF をラット用経口ゾンデを用いて強制経口投与した。
試験群として生理食塩液+水道水（対照群, n=4）、生理食塩液+8% PF（PF 対照群, n=4）、GTE+
水道水（GTE 単独群, n=4）、GTE+2% PF（2%PF 群, n=4）、GTE+4% PF（4%PF 群, n=4）、
GTE+8% PF（8%PF 群, n=4）を設定し、解剖時間を投与後 48 時間と設定した。GTE 投与量
及び PF 投与量に関しては先に実施した肝障害実験を参考に設定した 5,6）。一般状態の観察
に加え、体重及び摂餌量を測定した。CCl4投与 48 時間後にイソフルラン吸入麻酔下で腹部
大静脈より採血した。腹部大静脈から放血により安楽死させ、全身解剖を実施し、肝臓を摘
出した。採血後、血清を分離（3,000 rpm, 20 分）し、富士ドライケム NX500sV（富士フイ
ルム株式会社、東京）を用いて肝障害の臨床マーカーであるアスパラギン酸アミノトランス
フェラーゼ（aspartate aminotransferase: AST）、アラニンアミノトランスフェラーゼ（alanine 
aminotransferase: ALT）及び総ビリルビン（total bilirubin: T-BIL）を測定した。摘出した肝臓
は 10%中性緩衝ホルマリン液で一昼夜固定し、中葉及び外側左葉について常法によりパラ
フィンブロックを作製・薄切し、ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin eosin: HE）染色を
実施した。さらに、連続切片を作製し、アポトーシスの検出のために Terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP nick end-labeling（TUNEL）法を実施した 7）。TUNEL 法には Apop 
Tag Kit（メルクミリポア、マサチューセッツ、米国）を使用した。DNA 酸化ストレス検出
のために Thymidine glycol （TG） 抗体（20 倍希釈、日研ザイル株式会社、静岡）を用い 6,8）、




イン DAB 溶液（株式会社ニチレイバイオサイエンス、東京）を用いて発色させた。 
 
2.2.5 CCl4誘発ラット肝障害モデル 
7 週齢の雄 SD ラットに 50% CCl4もしくはオリーブ油を 2 mL/kg 単回腹腔内投与し、CCl4
投与 1 時間前、1、4、及び 26 時間後、解剖 1 時間前に蒸留水または 2、4、及び 8% PF を 2 
mL/匹経口投与した。試験群としてオリーブ油+水道水（対照群, n=4）、オリーブ油+8% PF
（PF 対照群, n=4）、CCl4+水道水（CCl4単独群, n=5）、CCl4+2% PF（2% PF 群, n=4）、CCl4+4% 
PF（4%PF 群, n=4）、CCl4+8% PF（8%PF 群, n=3）を設定した。CCl4投与量は他の抗酸化食
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2.3.1 PF の抗酸化力値 
1、2、及び 3% PF 水溶液の抗酸化能はそれぞれ 173.7±4.7 µmol/mL、316.0±1.5 µmol/mL、
440.7±4.2 µmol/mL であり、各群間に有意な差がみられた（各群 p<0.001）。 
4、5、6、7 及び 8%PF 水溶液の抗酸化能も測定し、それぞれ 571.0±10.6 µmol/mL、654.3




2.3.2 GTE 誘発肝障害モデルでの効果 
a. 一般状態・体重・摂餌量 
GTE 投与後 30 分で毛羽立ち、自発運動の低下、沈鬱状態が観察された。GTE 投与後 48
時間で GTE 単独群では 19.3±3.1 g の有意な体重減少がみられたが（p=0.0082）、2% PF 群
では 5.7±8.4 g、4% PF 群では 9.2±8.7 g、8% PF 群では 7.3±11.4 g の体重減少にとどまり、









GTE 投与後の血清中 AST、ALT、T-BIL の測定結果を Fig.1 に示した。対照群と比較して
PF 対照群では全測定項目で差はみられなかった。対照群と比較して GTE 単独群はすべての
項目で高値を示し、特に T-BIL において有意な差がみられた（対照群 vs GTE 単独群；T-BIL：
0.1±0.0 mg/dL vs 1.5±0.3 mg/dL, p=0.019）。これに対し、2、4、及び 8% PF 群では有意な差
はみられなかったが、GTE 単独群と比較して全測定項目で低値を示した（対照群；AST：
68.0±4.2 U/L, ALT：31.0±3.4 U/L, T-BIL：0.1±0.0 mg/dL, GTE 単独群；AST：815.0±231.0 
U/L, ALT：604.0±179.5 U/L, T-BIL：1.5±0.3 mg/dL, 2、4、及び 8% PF 群；AST：453.0±304.8 
U/L、268.0±77.3 U/L、568.0±257.1 U/L, ALT：314.0±263.7 U/L、97.0±29.7 U/L、285.0±
142.7 U/L, T-BIL：0.8±0.4 mg/dL、0.4±0.0 mg/dL、0.8±0.3 mg/dL）。 
 
 
Fig. 1. Blood chemistry. 
Serum concentrations of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and total 
bilirubin (T-BIL) 48hrs after GTE exposure. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 






対照群及び PF 対照群ではなんら変化はみられなかった。GTE を投与した群では全例で単
細胞壊死を伴う広範な肝細胞壊死、炎症細胞浸潤及び肝細胞腫大が観察された（Fig.2）。こ
れに対し、2、4、及び 8% PF 群ではその程度が軽減し、小葉中心性に変化が限局した。 
 
 
Fig. 2. Histopathology of liver. 
a. Control. 
b. PF Control. 
c. GTE + distilled water group, 48hrs after GTE exposure. 
d. GTE + 2% PF water group, 48hrs after GTE exposure. 
e. GTE + 4% PF water group, 48hrs after GTE exposure. 
f. GTE + 8% PF water group, 48hrs after GTE exposure. 
C: Central vein, bar = 100 µm (x200), insert: x400,  





対照群及び PF 対照群では壊死は全く観察されなかった。壊死面積は GTE 単独群で 0.2±
0.06 mm2、2% PF 群で 0.07±0.04 mm2、4% PF 群で 0.08±0.02 mm2、8% PF 群で 0.03±0.01 





Fig. 3. Necrotic area per mm2 of liver in GTE-induced liver injury model. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 







2.3.3  CCl4誘発ラット肝障害モデル 
a. 一般状態・体重・摂餌量 
CCl4 投与後に一般状態の異常はみられなかった。CCl4 投与後 48 時間で CCl4単独群では
13.0±9.8 g、2% PF 群では 12.5±5.1 g、4% PF 群では 23.5±1.2 g、8% PF 群では 8.0±0.3 g
の体重減少がみられた。また、CCl4 を投与した全ての群で摂餌量の低下が観察されたが、
8% PF 群ではその程度が軽減した。 
なお、体重減少について動物実験計画書に記載されている人工的エンドポイント（1 週間
以内に体重減少 20%以上）の基準には当てはまらないことを確認済みである。また、CCl4は






CCl4投与後の血清中 AST、ALT、T-BIL の測定を Fig. 4 に示した。CCl4単独群では対照群
と比較して全測定項目が高値を示し、特に AST 及び ALT で有意な差がみられた（対照群 vs 
CCl4単独群；AST：84.5±5.5 U/L vs 4798.0±964.9 U/L, p<0.05, ALT：34.5±4.6 U/L vs 2266.8
±627.9 U/L, p<0.05）。PF 対照群では全測定項目で対照群と比較して差はみられなかった。
さらに、2、4、及び 8% PF 群では CCl4単独群と比較して AST が有意に低値を示した（2%PF
群；AST：1601.3±266.2 U/L, p=0.015, 4%PF 群；AST：1782.5±669.5 U/L, p=0.025, 8%PF 群；




Fig.4. Blood chemistry. 
Serum concentrations of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and total 
bilirubin (T-BIL) 48 hrs after CCl4 exposure. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 






対照群（Fig. 5a）及び PF 対照群（Fig. 5b）ではなんら変化はみられなかった。CCl4単独
群では瀰漫性に単細胞壊死を伴う肝細胞壊死、空胞化並びに炎症細胞浸潤がみられた（Fig. 




Fig. 5. Histopathology of liver. 
a. Control. 
b. PF Control. 
c. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
d. CCl4 + 2% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
e. CCl4 + 4% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
f. CCl4 + 8% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
C: Central vein, bar = 100 µm (x200) insert: x400,  




対照群及び PF 対照群では壊死は全く観察されなかった。CCl4単独群では壊死面積は 0.28
±0.04 mm2であったのに対して、2% PF 群で 0.13±0.03 mm2（p=0.015）、4% PF 群で 0.12±
0.03 mm2（p=0.007）、8% PF 群で 0.11±0.02 mm2（p=0.011）であり、2、4、及び 8% PF 群で




Fig. 6. Necrotic area per mm2 of liver in CCl4-induced liver injury model. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 









対照群（Fig. 7a）及び PF 対照群（Fig. 7b）では陽性細胞はほとんどみられなかった。CCl4
単独群では広範に核に陽性細胞が観察されたが（Fig. 7c）、2、4、及び 8%PF 群ではその陽
性像の発現が減少した（Fig. 7d-f）。各群の単位面積あたりの陽性細胞数は、対照群で 2.4±
1.0 個/mm²、PF 対照群で 3.4±3.4 個/mm²、CCl4単独群で 188.9±48.0 個/mm²であり、CCl4
単独群は対照群及び PF 対照群と比較して陽性細胞数が有意に高値を示した（対照群：
p<0.001, PF 対照群：p<0.001）。2% PF 群で 28.9±1.4 個/mm²（p=0.0015）、4% PF 群で 21.7±
4.7 個/mm²（p=0.0010）、8% PF 群で 31.9±5.1 個/mm²（p=0.0018）であり、CCl4単独群と比
較して 2、4、及び 8%PF 群では陽性細胞数が有意に低値を示した（Fig. 8）。 
 
Fig. 7. TUNEL method for apoptosis in the liver. 
a. Control. 
b. PF Control. 
c. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
d. CCl4 + 2% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
e. CCl4 + 4% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
f. CCl4 + 8% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 






Fig. 8. Number of TUNEL-positive cells per mm2 in CCl4-induced liver injury model. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 






対照群（Fig. 9a）及び PF 対照群（Fig. 9b）では陽性細胞はみられなかった。CCl4単独群
では広範に核に陽性細胞が観察されたが（Fig. 9c）、2、4、及び 8%PF 群ではその陽性像の
出現が減少した（Fig. 9d-f）。各群の単位面積あたりの陽性細胞数は、対照群で 0.0±0.0 個
/mm²、PF 対照群で 0.0±0.0 個/mm²、CCl4単独群で 685.8±66.9 個/mm²であり、CCl4単独群
は対照群及び PF 対照群と比較して陽性細胞数が有意に高値を示した（対照群：p<0.001, PF
対照群：p<0.001）。また、2% PF 群で 223.3±36.8 個/mm²（p<0.001）、4% PF 群で 122.0±16.6 
個/mm²（p<0.001）、8% PF 群で 83.6±4.5 個/mm²（p<0.001）であり、CCl4単独群と比較して
2、4、及び 8%PF 群で陽性細胞数が有意に低値を示した（Fig. 10）。 
 
 
Fig. 9. HIF-1α immunohistochemistry for hypoxia in the liver. 
a. Control. 
b. PF Control. 
c. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
d. CCl4 + 2% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
e. CCl4 + 4% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
f. CCl4 + 8% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 







Fig. 10. Number of HIF-1α-immunopositive cells per mm2 in CCl4-induced liver injury model. 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 






対照群（Fig. 11a）及び PF 対照群（Fig. 11b）では陽性細胞はみられなかった。CCl4単独
群では広範に核に陽性細胞が観察されたが（Fig. 11c）、2、4、及び 8%PF 群ではその陽性像
の発現が減少した（Fig. 11d-f）。各群の単位面積あたりの陽性細胞数は、対照群で 0.0±0.0 
個/mm²、PF 対照群で 0.0±0.0 個/mm²、CCl4単独群で 344.0±37.2 個/mm²であり、CCl4単独
群は対照群及び PF 対照群と比較して陽性細胞数が有意に高値を示した（対照群：p<0.001, 
PF 対照群：p<0.001）。また、2% PF 群で 144.4±47.9 個/mm²（p<0.001）、4% PF 群で 88.2±
15.5 個/mm²（p<0.001）、8% PF 群で 72.1±2.9 個/mm²（p<0.001）であり、CCl4単独群と比
較して 2、4、及び 8%PF 群で陽性細胞数が有意に低値を示した（Fig. 12）。 
 
 
Fig. 11. TG immunohistochemistry for oxidative damage in the liver 
a. Control. 
b. PF Control. 
c. CCl4 + distilled water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
d. CCl4 + 2% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
e. CCl4 + 4% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 
f. CCl4 + 8% PF water group, 48hrs after CCl4 exposure. 






Fig. 12. Number of TG-immunopositive cells per mm2 in CCl4-induced liver injury model 
Significant differences within each point were determined by one-way ANOVA followed by 










して PF 投与群では壊死面積が低値を示した。GTE 投与による肝障害は肝臓での酸化ストレ
ス発現が関与していることを既に報告しており 5,6)、GTE 誘発肝障害において PF 投与によ
る病態抑制効果は肝臓での酸化ストレス抑制が関与していると考察した。 
CCl4誘発ラット急性肝障害モデルにおいて、CCl4投与群で観察された AST、ALT 及び T-
BIL の上昇が 2、4、及び 8% PF 投与により抑制された。また、病理組織学的に PF 投与によ
り肝細胞壊死、TUNEL 陽性細胞（アポトーシス）、HIF-1α 陽性細胞（低酸素状態）、TG 陽
性細胞（DNA 酸化ストレス）の発現が軽減され、肝障害の進行が抑えられた。 
TUNEL 法は、アポトーシスの過程で生じる断片化 DNA の遊離 3’-OH 基を酵素標識する
ことによりアポトーシスを検出する方法である 7)。アポトーシス細胞の検出に広く用いられ
ており、今回の研究では肝細胞アポトーシスの発現が 2、4、及び 8%PF の投与により軽減
した。細胞内が低酸素状態に陥った際、低酸素誘導因子（hypoxia inducible factor alpha: HIF-
1α）の活性化により、低酸素状態への順応を測る。そのため HIF-1α の発現及び活性の上昇
は細胞内の低酸素状態の指標となる。チミジングリコール（thymidine glycol: TG）は酸化ス





継続的な酸化ストレスは NFκβ や HIF-1α などさまざまな転写因子を活性化し、慢性炎症を
引き起こすことも報告されており 13）、酸化ストレスと低酸素状態は相互に作用しあうこと
が示唆される。今回の研究では、HIF-1α 及び TG 陽性細胞数が PF 投与により有意に低値を
示した。PF の摂取が肝細胞の酸化ストレス軽減に寄与したと推察された。同時に、低酸素
状態を回避することで肝障害の病態抑制につながったのかもしれない。 






口投与すると、投与後 10 分から 20 分の血中アミノ酸濃度が大豆タンパク質よりも高値を
示し、プロファインは血中へのアミノ酸の吸収性に優れていることが示されている（渡辺敏
郎, 前掲誌, 52 ページ）。今回の研究では分子レベルでの解析は実施していないが、経口摂取







的役割を有する。また、伊豆らは、マウスに酒粕の凍結乾燥粉末を 10%含む配合飼料を 2 週
間与えた後、D-ガラクトサミンの腹腔内投与による肝障害誘発試験を行った結果、対照群に
比べて有意な肝障害抑制効果（肝臓障害パラメーターの減少、肝細胞アポトーシスの抑制）
を確認している 15)。この時の酒粕投与群の肝臓の SAM 含有量は対照群より 1.5 倍高く、
SAM による肝臓のメチオニン代謝の増強が肝障害抑制に関与する可能性が示唆されている。
さらに、堤らは酒粕をプロテアーゼ分解することで得られる酒粕ペプチドに含まれる新規
ペプチド Ile-Gln-Pro が、抗酸化活性を有する機能性ペプチドとして同定している（堤浩子, 








2、4、及び 8%PF 水の投与量は、それぞれ 150、300、及び 600 mg/kg BW と推定され、体
重 60 kg のヒトの場合それぞれ 9、18、及び 35 g/ヒトと計算される。今回の実験では 8%PF
対照群では一般状態に異常は認められず、肝臓毒性パラメーターにも異常はみられなかっ










今回、GTE 及び CCl4 誘発肝障害モデルを用いて PF の病態抑制効果を検証した。その結
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の露出や追加を行う第 1 相反応、生体内分子との抱合体を形成し水溶性を高める第 2 相反
応に分けられ、毒性の高い中間代謝物を形成することがあり、細胞障害をもたらす可能性を
有している 1）。薬物性肝障害は、肝細胞障害型、胆汁うっ滞型、混合型の 3 つに分類され、
全てのタイプで血清アスパラギン酸トランスアミナーゼ （aspartate transaminase:  AST）と
アラニンアミノトランスフェラーゼ（alanine aminotransferase: ALT）の上昇が観察される。
肝細胞障害型は壊死の分布によって、zone 1（門脈周辺帯）、zone 2（小葉中間帯）、zone 3（小
葉中心帯）に分類され、薬物性肝障害では zone 3 での壊死が起こりやすい 2）。 
ラット肝障害の実験モデルとして、緑茶抽出物（green tea extract : GTE）、四塩化炭素（carbon 
tetrachloride: CCl4）やアセトアミノフェン（acetaminophen: APAP）誘発モデルなどがあり、
その機序はそれぞれ異なるが、いずれも zone3（小葉中心部）の肝細胞壊死を誘発する。GTE




副産物である N-acetyl-p-benzoquinone imine （NAPQI）による肝障害が誘発される 7-9）。 
ミード酸（20:3 n-9; 5,8,11-eicosatrienoic acid: MA）は哺乳類体内で産生できる唯一の多価
不飽和脂肪酸であり、必須脂肪酸の欠乏状態が続くと、オレイン酸の不飽和化と伸長によっ
て形成される 10,11）。MA は in vivo 実験において軟骨での血管新生・石灰化の抑制 12）、乳癌
の発生抑制効果 13）が報告されている。また、MA が APAP 誘発急性腎障害モデルに対して
局所の酸化ストレスを抑制することで病態抑制効果を有することが報告されている 14）。本








湿度 60±10%、明暗サイクル 12 時間環境下で行った。 
7 週齢雄 Crl: CD（SD）系ラット（日本チャールスリバー株式会社、滋賀）に、APAP 群に
は APAP（Sigma-Aldrich, Inc.、ミズーリ、米国）を 30%エタノール生理食塩液に混合した溶
液 500 mg/kg BW を、CCl4群には CCl4（和光純薬工業株式会社、大阪）をオリーブ油（和光
純薬工業株式会社、大阪）に混合した 50% CCl4溶液 1 mL/kg BW を、それぞれ単回腹腔内
投与した。CCl4 及び APAP の投与量は過去の報告を参考に設定した 15,16)。対照群としてそ
れぞれ 30%エタノール生理食塩液とオリーブ油を投与した。投与 1 週間前から基礎食ある
いは 4.8%MA 食を自由摂取させた。基礎食と 4.8%MA 食はそれぞれ基礎となる餌に
SUNTGM33 もしくは Olive oil を 10%の割合で混餌して作製した（Table 1a）。SUNTGM33 は
オリーブオイルよりもオレイン酸が少なく、ミード酸が高含有されている（Table 1b）。CCl4
実験では、基礎食＋オリーブ油投与群（n=4）、MA 食＋オリーブ油投与群（n=4）、基礎食＋
CCl4投与群（n=5）、MA 食＋CCl4投与群（n=4）の 4 群を、APAP 実験では、基礎食＋30%
エタノール投与群（n=4）、MA食＋30%エタノール投与群（n=4）、基礎食＋APAP投与群（n=5）、
MA 食＋APAP 投与群（n=4）の 4 群をそれぞれ設定した。全ての動物に関して、一般状態
の観察及び摂餌量の測定を行った。また、被験物質投与時と解剖時に体重測定を行い、体重
増加量を計算した。被験物質投与 48 時間後に腹部大静脈から採血後、肝臓を摘出し、肉眼
的観察・重量測定を施行した。採取した血液は 3,000 rpm で 20 分遠心分離した。血清は富
士ドライケム NX500sV（富士フイルム株式会社、東京）装置で富士ドライケムスライド
（GOT/AST-PⅢ、GPT/ALT-PⅢ、TBIL-PⅢ）を用いて、血清中の AST、ALT 及び total bilirubin
（T-BIL）値を測定した。摘出した肝臓は 10%中性緩衝ホルマリン液で固定後、常法により
パラフィンブロックを作製し、薄切の後、ヘマトキシリン・エオジン染色標本を作製し、病






 Table 1. Composition of experimental diets. 
a. Composition of experimental diets. 
b. Composition of SUNTGM33 and olive oil 
  
3.2.2. 肝障害誘発物質及び供試物質 
 肝障害誘発物質として、APAP（アセトアミノフェン、lot. SLBR2060V、Sigma-Aldrich, Inc.、
ミズーリ、米国）あるいは CCl4（四塩化炭素、lot. DSK6349、和光純薬工業株式会社、大阪）
を使用した。APAP 投与液は 5 g の APAP を、エタノール 30mL と生理食塩水 70 mL で調製
した 30%エタノール 100 mL に超音波クリーナー（HONDA w-113）を用いて混和した。遠沈
チューブに入れて使用時まで冷蔵密閉保存した。投与前によく混和し、23G の注射針を使用
した。CCl4投与液は CCl4 25 mL にオリーブ油（lot.WDN5532、和光純薬工業株式会社、大
阪） 25 mL を加えて溶解し使用時まで冷蔵密閉保存した。 
4.8％MA 食の成分は、エネルギー413 kcal/100 g、たんぱく質 17.8％、炭水化物 62.1％、脂










肝臓における酸化ストレス発現をみるために、無染色連続切片を作製し thymidine glycol 
（TG）免疫染色を施行した（40 倍希釈、日研ザイル株式会社、静岡）。抗原賦活処理は行わ











は、Bligh & Dyer 法 19）を用いて総脂質を抽出し、薄層クロマトグラフィー（Merk KGaA、
ダルムシュタット、ドイツ）により、リン脂質分画を分離した。塩酸メタノールにてメチル
化後、キャピラリーカラム（DB-225; length 30m; internal diameter 0.25 mm; film 0.25 µm; J&M 
Scientific LLc、マサチューセッツ、米国）を装着したガスクロマトグラフィー装置 GC-2014
（株式会社島津製作所、京都）を用いて脂肪酸分析を行った。なお、内部標準は 2-
dihepatodecanoly-sn-glycero-3-phosphocholine（Avanti Polar Lipids, Inc.、アラバマ、米国）を使
用した。肝臓の総脂質の脂肪酸については、Bligh & Dyer 法 19）により総脂質を抽出し、塩
酸メタノールによるメチル化後にガスクロマトグラフィー装置 GC-2014 を用いて脂肪酸分





計は SPSS（IBM Statistics Ver.24）を用いて、二元配置分散分析後、交互作用のみられたもの









と MA 食群に明らかな差はみられなかった（基礎食群：-1.2±6.3 g、MA 食群：1.3±4.0 g ）。
また、APAP 投与群において、基礎食群と MA 食群に明らかな差はみられなかったが（基礎
食群：-22.8±2.8 g、MA 食群：-20.9±10.1 g）、対照群に対して APAP 投与群では顕著な体重
減少がみられた。 
APAP 投与 48 時間後の摂餌量について、対照群では基礎食群と MA 食群に差はみられな
かった（基礎食群：13.3 g/匹/日、MA 食群：16.7 g/匹/日）。APAP 投与群でも基礎食群と MA
食群に差はみられなかった（基礎食群：0.4 g/匹/日、MA 食群：0.6 g/匹/日）。対照群と比較







対照群では基礎食群と MA 食群で、AST、ALT 及び T-BIL に差はみられなかった（基礎
食群：71±5 U/L、36±2 U/L、0.2±0.05 mg/dL、MA 食群：73±2 U/L、34±3 U/L、0.3±0.03 
mg/dL）。一方、対照群と比較して基礎食＋APAP 投与群では、AST、ALT 及び T-BIL が有意
に高値を示した（305±67 U/L、138±14 U/L、0.4±0.1 mg/dL）、これに対して MA 食＋APAP
投与群では、ALT が低値を示した（90±6 U/L）（Fig. 1）。 
 
 
Fig. 1. Blood chemistry. 
Serum concentrations of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and total 
bilirubin (T-BIL) 48 hrs after acetaminophen (APAP) exposure. 
CTR: basal diet, MA: mead acid diet. 
Significant differences were assessed using a two-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple 












Fig. 2. Histopathology of liver. 
a. Basal diet + solvent group. 
b. 4.8% MA diet + solvent group. 
c. Basal diet + APAP group. 
d. 4.8% MA diet + APAP group. 





対照群において基礎食群と MA 食群の肝細胞の核に TG 陽性像は観察されなかった（Fig.  
3a,b）。APAP 投与群では TG 陽性像が観察され、特に基礎食＋APAP 投与群で多数の陽性像





Fig. 3. Immunohistochemistry for oxidative damage in the liver. 
a. Basal diet + solvent group.  
b. 4.8% MA diet + solvent group. 
c. Basal diet + APAP group.  
d. 4.8% MA diet + APAP group.  
C: Central vein, bar = 100 µm (x200), insert: x400. 








重増加量は、基礎食+オリーブ油投与群が 18.9±2.2 g、基礎食+ CCl4投与群が 14.6±3.4 g で
あった。MA 食群ではオリーブ油投与群が-3.1±1.6 g、CCl4投与群が-0.6±1.2 g であり、いず
れも低値を示した。投与前 1 週間の平均体重増加量は、基礎食群（n=9）で 61.2±3.3 g、MA
食群（n=8）で 39.2±8.4 g であり、MA 食群で体重増加抑制がみられた。 
CCl4投与後 48 時間の摂餌量は、基礎食＋オリーブ油投与群が 24.3 g/匹/日、基礎食＋CCl4







対照群では、基礎食群と MA 食群で AST、ALT 及び T-BIL に差はみられず異常はなかっ
た（基礎食群：70±3 U/L、33±4 U/L、0.5±0.07 mg/dL、MA 食群：69±12 U/L、39±3 
U/L、0.4±0.0 8mg/dL）。CCl4投与群では、基礎食群において AST、ALT 及び T-BIL が対照
群と比べて高値を示した（207±99 U/L、86±30 U/L、0.8±0.20 mg/dL）。MA 食群では各




Fig. 4. Blood chemistry. 
Serum concentrations of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and total 
bilirubin (T-BIL) 48 hrs after CCl4 exposure. 
CTR: basal diet, MA: mead acid diet 
Significant differences were assessed using a two-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple 
comparison test. p values less than 0.05 were considered as significant 












Fig. 5. Histopathology of liver. 
a. Basal diet + solvent group. 
b. 4.8% MA diet + solvent group. 
c. Basal diet + CCl4 group. 
d. 4.8% MA diet + CCl4 group. 






対照群では基礎食群と MA 食群において、TG 陽性反応は観察されなかった（Fig. 6a,b)。





Fig. 6. Immunohistochemistry for oxidative damage in the liver. 
a. Basal diet + solvent group.  
b. 4.8% MA diet + solvent group. 
c. Basal diet + CCl4 group.  
d. 4.8% MA diet + CCl4 group.  
C: Central vein, bar = 100 µm (x200), insert: x400. 






血清及び肝臓中 MA 濃度は、基礎食群で 13.7±2.8 µg/mL 及び 306.3±40.2 µg/g、MA 食群
では 170.2±14.9 µg/mL 及び 6422.5±330.8 µg/g であった。MA 食群の血清及び肝臓中 MA
濃度（実測値レベル）は基礎食群と比べて血清で 12.4 倍、肝臓で 21.0 倍に増加した。また、





Fig. 7. Fatty acid analysis of serum and liver. 
a. Fatty acid composition in serum (%) 
b. Fatty acid composition in liver (%) 







ALT、T-BIL）は顕著に増加し、MA 摂取により ALT は有意に低値を示し、小葉中心性肝細
胞壊死は軽減した。さらに APAP 投与による TG 陽性肝細胞の発現は MA 摂取によりその
程度が軽減した。CCl4 誘発急性肝障害ラットモデルにおいても同様に、CCl4 投与による肝
障害パラメータ（AST、ALT、T-BIL）の顕著な増加が、MA 摂取により明らかに軽減された。
本実験では CCl4 の投与により肝障害パラメーターが上昇し、MA 摂取により低下傾向がみ
られたことから MA 摂取による肝障害抑制が示唆された。また、MA 摂取は CCl4投与によ
る TG 陽性細胞の発現を抑制し、小葉中心性肝細胞壊死の程度を軽減した。基礎食群と比較




TG は DNA 中に含まれる 2’-deoxythymidine に対して活性酸素が作用することによって生
じる DNA 酸化損傷の生成物 20）で、活性酸素による生体損傷の蓄積を評価するうえで有用
とされる 21）。MA 摂取は APAP 投与により誘発された酸化ストレスを軽減し、腎臓での酸
化ストレス発現を抑制することが報告されている 14）。さらに、抗酸化作用を有するキトサ
ンオリゴ糖が肝臓での酸化ストレス発現抑制を介して急性肝障害の進行を抑えることを報
告した 16）。本実験では、MA 摂取が肝細胞の DNA 酸化ストレス発現を軽減し、急性肝障害
モデルの病態を抑制したと推察した。 






本実験における MA 摂取量は 2000~4000 mg/kg/日であった。60 kg のヒトの摂取量に換算
すると 120~240 g/日となる。MA は必須脂肪酸含量の少ないココナッツ油には多価不飽和脂
肪酸が高含有されていると考えられるが、実際に含まれる MA 含有量は不明であり、本実
















せると血清 MA レベルの増加と皮膚の炎症改善がみられること、MA の腹腔内投与により
接触過敏症が抑制され、皮膚への好中球浸潤を軽減させることが報告されている 27）。これ
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第 1 章では GTE 及び CCl4の 2 種類の肝障害誘発物質による急性肝障害モデルにおいて、
COS の肝障害抑制効果を明らかにした。肝障害抑制効果には肝細胞内の低酸素状態の緩和、
DNA 障害の抑制が関連することが示唆された。本実験において、BAP テストおよび OXY
吸着テストにより COS の抗酸化能を確認し、COS が生体内で活性酸素消去酵素としての役
割を担うことで、肝臓での酸化ストレスに対して抑制的に働く可能性が示唆された。CCl4誘
発肝障害では GTE モデルと同様に、COS の病態進行抑制効果がみられ用量相関性が明らか
であった。1 回の COS 投与量はラット 1 匹 250 g とした時、2％COS で 160 mg/kg、8％COS
で 640 mg/kg に相当した。ラット 1 匹あたりでは、2%COS で 40 mg/body、8%COS で 160 
mg/body となる。60 kg のヒト 1 人あたりの摂取量に換算すると、9.6～38.4 g/回となり、投
与量ベースでは非常に高用量の COS が必要となる。COS の臨床適応を目指すには効率的な
COS の摂取法の検討が必要であると考える。 
第 2 章では第 1 章と同じく GTE 及び CCl4 の 2 種類の肝障害誘発物質による肝障害モデ
ルにおいて、PF の肝障害抑制効果を明らかにした。これらの効果には肝臓における酸化ス
トレスの抑制と低酸素状態の緩和、アポトーシス細胞の発現抑制が関与していることが示
唆された。PF 投与量は約 150～600 mg/kg であり、60 kg のヒト 1 人あたり 9.0～36.0 g/回に
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